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OZET

SICANLARDA MEZENSIMAL KOK HUCRENIN IMPLANTASYON
BOLGESINDEKI LAMININ, KALSITONIN VE aVp3 INTEGRINE ETKIiSi

Ersoy G. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji-
Embriyoloji (T1p) Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2017.

Uterusa embriyonun tutunmasiyla birlikte implantasyon gergeklesir. Implantasyon
sirasinda uterusta yapisal ve morfolojik olarak bir takim olaylar meydana gelir. Bag
dokusu bilesenlerinden olan lamininin, embriyonik gelisim ve plasenta olusumunda rol
oynadig1 bilinmektedir. Tiroit bezinden salgilanan kalsitonin hormonunun, implantasyon
sirasinda uterusta otokrin ve parakrin etki gosterdigi bilinmektedir. Endometriyumun
luminal epitelinde en iyi karakterize edilen hiicre adezyon molekiilii aVB3 integrindir. Bu
verilerden yola ¢ikarak bu ¢alismada sicanlarda mezensimal kok hiicrenin implantasyon
bolgesindeki laminin, kalsitonin ve oVP3 integrine etkisini immunohistokimyasal
yontemle gostermeyi amagladik.

Calismamizda 16 erigkin “Wistar Albino” disi rat gebeligin 10. Giiniinde deney ve kontrol
olmak iizere 2 farkli gruba ayrildi. Sigan kemik iliginden elde ettigimiz MKH’ler 8 sigana
verildi. Kontrol grubunda olan 8 sicana Phosphate Buffered Saline (PBS) verildi. Aym
islemler 21 giinliikk gebe sicanlar i¢inde yapildi. Calismaya dahil edilen toplam 32 adet
“Wistar Albino” disi ratin implantasyon bolgeleri ve plasentalari ¢ikarildi. Tespit edildikten
sonra bu Ornekler laminin, kalsitonin ve avPB3 integrin i¢in immunohistokimyasal
yontemlerle gosterildi.

10 giinliik gebe sicanlarda; lamininin immiinlokalizasyonunda, deney ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir farkin olmadigr goriildii. Kalsitoninin immiinlokalizasyonuna
bakildiginda, deney grubunda desidual hiicrelerin etrafinda zayif immiinreaktivite
gosterirken, kontrol grubunda orta siddette immiinreaktivite gostermistir. aVB3 integrinin
immunolokalizasyonunda, damar duvar1 ve bez epitelinin etrafinda kontrol grubunda orta
siddette immiinreaktivite gozlenirken, deney grubunda zayif siddette immiinreaktivite
goriildii.

21 giinliik gebe siganlarda; laminin immiinlokalizasyonu deney grubunda bez epitelinde
zay1f siddette immiinreaktivite gosterirken, kontrol grubunda orta siddette immiinreaktivite
gbzlenmistir. Kalsitonininin ve aVB3 integrinin immiinlokalizsayonunda, deney ve

kontrol grubu arasinda anlamli bir farkin olmadig1 gosterilmistir.
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Sonu¢  olarak; 21  giinlik gebe sicanlarda, deney grubunda, laminin
immiinlokalizsayonunda bez epiteli zayif siddette immiinreaktivite gdstermesine karsin 10
giinlik gebe siganlarda orta siddette immiinreaktivite gostermistir. Kalsitonin
immiinlokalizasyonu gebeligin 21. giiniinde stromal hiicrelerde orta siddette
immiinreaktivite gosterirken, gebeligin 10. giliniinde stromal hiicrelerde zayif siddette
imminreaktivite — gostermistir. 21 gilinliik gebe sicanlarda, aVPB3 integrinin
immiinlokalizsayonunda ise, trofoblastik dev hiicreler zayif immiinreaktivite gostermistir.
Gebeligin 10. giiniinde, aVB3 integrinin immiinlokalizasyonuna bakildiginda, trofoblastik

dev hiicrelerde orta siddette immiinreaktivite goriildii.

Anahtar Kelimeler: Implantasyon, Mezensimal Kok Hiicre, Laminin, Kalsitonin, aVp3

integrin
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ABSTRACT

THE EFFECT OF MESENCHYMAL STEM CELLS TO LAMININ, CALSITONIN,
aVB3 INTEGRIN IN THE IMPLANTATION AREA OF RATS

Ersoy G. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Histology-
Embryology (Medicine) Programme Master’s Thesis, Aydin, 2017.

Implantation occurs with the attachment of the embryo to uterus. During the implantation,
of structural and morphologic events are occurs in uterus. Laminin, a component of
connective tissue, is known to play a role in embryonic development and placenta
formation. It is known that the hormone of calcitonin secreted from the thyroid gland has
autocrine and paracrine effect on the uterus during implantation. The best characterized
cell adhesion molecule in the luminal epithelium of the endometrium is aVB3 integrin.
From this data, we aimed to demonstrate the effect of mesenchymal stem cells to laminin,
calcitonin and aVP3 integrin in the implantation region of rats by immunohistochemical
method.

In our study 16 adult "Wistar Albino" female rats were divided into two different
subgroups as control and experiment groups on the 10th day of gestation. The MSCs which
were obtained from rat bone marrow were given to 8 rats. Phosphate Buffered Saline
(PBS) was given to 8 rats which were in the control group. The same procedures were
performed for 21-day-old pregnant rats. A total of 32 "Wistar Albino" female rats were
included to the study and their implantation areas and the placentas were taken. Then, these
samples were immunohistochemically assayed for laminin, calcitonin and avp3 integrin.

It is seen that, there is no significant differences in 10 days pregnant rats for Laminin
immunolocalization between control and experimental groups. When the calcitonin was
examined for immunolocalization, weak immunoreactivity was seen around the decidual
cells in the experimental group but moderate-intensity immunoreactivity in the control
group. In the immunolocalization of aVPB3 integrin, moderate-intensity immunoreactivity
was observed around the vessel wall and gland epithelium in the control group while weak
intensity immunoreactivity was seen in the experimental group.

In 21 day pregnant rats; weak immunoreactivity was seen for lamin immunolocalization in
the gland epithelium of experimental group while control group showed modarete
immunoreactivity in the gland epithelium. There was no significant difference no between

the control and experimental groups for calcitonin and aV3 integrin immunocalization.
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As a result; In 21-day-old pregnant rats, laminin immunolocalization showed weak
immunoreactivity in the glandular epithelium of experimental group but moderate
immunoreactivity was seen in 10-day-old pregnant rats. Immunocalization of calcitonin in
stromal cells of 21-day-old pregnant rats showed moderate immunoreactivity but weak
immunoreactivity in 10-day-old pregnant rats. In 21-day-old pregnant rats, giant
trophoblastic cells showed weak immunoreactivity for aVB3 integrin immunolocalization.
On the 10th day of gestation, giant trophoblastic cells showed moderate-intensity of

immunoreactivity for aV3 integrin immunolocalization.

Key Words: Implantation, Mesenchymal Stem Cell, Laminin, Calcitonin, aV[33 integrin
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1. GIRIS

Implantasyon, embriyonun o6zellesmis hiicreleri olan trofoektodermin uterusun
Ozellesmis dokularmma temasiyla baglayan uyumlu bir olaydir (Carson ve ark, 2000).
Apozisyon, adezyon ve invazyon olmak iizere 3 asamada gerceklesir (Achache ve Revel,

2006).

Blastosist implantasyonunu destekleyen endometriyal farklilagsma, progesteron ve
Ostrojen tarafindan saglanir. Endometriyumda cesitli yapisal, hiicresel, molekiiler olaylar
implantasyon penceresi denilen bolgede ortaya ¢ikar. Bunun sonucunda endometriyumun

kabuliinii saglayan gerekli elemanlar ortaya ¢ikar (Gok¢imen ve Temel, 2004).

Bazal membran; doku biitlinligii, doku tamirinde ve 6zellikle embriyonik dénemde
hiicrenin biiytimesi, farklilagmasi, ¢cogalmasi, gogii gibi bazi temel hiicre fonksiyonlarinda
onemli rol oynar (Vatansever ve ark, 2001). Implantasyon déneminde blastosist iizerinde

morfolojik olarak saptanabilen tiim membranlarda laminin bulunur (Kayislt ve ark, 2000).

Kalsitonin, 32 aminoasitlik bir peptit hormonudur ve parafolikiiler C hiicrelerinden
salgilanir. Implantasyon sirasinda sican rahminde gegici siire eksprese edilmektedir (Zhu

ve ark, 1998).

Adezyon molekiillerinden integrinler, embriyolojik gelisim, hemostazis, yara
lyilesmesi, immiin ve immiin olmayan savunma mekanizmalar1 gibi bir¢cok fizyolojik
olayda rol oynar. Bunun yani sira hiicre-hiicre ve hiicre- matriks adezyonuna katilirlar.
Fertilizasyon, implantasyon ve ilk blastula olusumunu iceren erken gelisimsel olaylarda

onemli rol oynarlar (Ozcan, 2010).

Mezensimal kok hiicreler yer aldiklari dokunun hiicre tiplerine doniigsebilen, stromal
kokenli ve multipotent Ozellige sahip eriskin kok hiicrelerdir (Liu ve ark, 2014).
Homeostazin ve doku onarimimin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Hwang ve

ark,2009).

Bu verilerden yola cikarak siganlarda gebeligin 10. ve 21. giinlerinde laminin,
kalsitonin ve oVB3 integrinin mezensimal kok hiicre uygulamasiyla implantasyon

bolgesindeki etkisini, immiinohistokimyasal yontemle gdstermeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterus

2.1.1. Uterus Anatomisi

Anatomik olarak uterus; goévde (korpus), uterus kavitesinin daraldigl i¢ agiz
(internal os) ile i¢ ag1zdan asagiya dogru inen silindirik yapidaki serviks ve uterusun kubbe
seklinde uzanan kubbe bicimli kismi1 fundusu i¢ceren armut seklinde bir organdir (Junqueira
ve Carneiro, 2003). Paramezonefrik kanallarin birlesmis alt boliimlerinden kdken alan
uterusun; abdominal boliimii tuba uterinayla, pelvik boliimii ise vagina ile birlesir (Arinci
ve Elhan,2006). Gebelik esnasinda uterusun hacmi, sekli ve pozisyonu degismekle beraber,

dogumdan sonra eski durumuna doner (Ozan, 2005).

2.1.2. Uterus Histolojisi

Uterus duvari histolojik olarak icten disa dogru; endometriyum (tunika mukoza),
miyometriyum (tunika muskularis), perimetriyum (tunika seroza) olmak {izere ii¢

tabakadan olugsmaktadir (Erdost, 2011).

Endometriyum; uterusun en i¢ tabakasidir. Geg¢ blastosist doneminde zigotun
gomiilmesi i¢in ortam hazirlar ve plasentanin anneye ait olan kismini olusturur
(Seftalioglu,1998). Epitel ve lamina propriadan olugmaktadir. Tek katli silindirik epitelle
doselidir ve devaminda basit tiibiiler endometriyal bezleri igerir. Lamina propria; kollajen,
retikiiler lifler ve ¢ok sayida bag dokusu hiicresi icermektedir (Basimoglu Koca, 2012)
Islevsel olarak; fonksiyonel tabaka ve bazal tabaka olmak iizere iki tabakadan olusur.
Menstruasyon sirasinda dokiilen ylizeyde bulunan tabakaya fonksiyonel tabaka adi
verilirken, menstruasyondan sonra yenilecek olan, fonksiyonel tabakaya kaynak olusturan

kisma bazal tabaka ad1 verilir (Abraham ve Kierszenbaum, 2006).

Miyometriyum; birbirine bagl kas demetlerini ve bol miktarda kan damari iceren
ortadaki en kalin tabakadir. Bag dokusuyla birbirinden ayrilan demetlerin sinirlar1 tam ayirt
edilemeyen ii¢ tabaka seklinde diizenlenmistir. I¢ ve dis tabakadaki hiicreler genellikle

longitudinal seyirliyken orta tabakadakiler oblik ve sirkiiler seyirlidir (Ovale ve Nahirney,



2009). Gebelikte icinde bulunan diiz kas hiicrelerinin uzayabilme 6zelligine sahip olmasi
nedeniyle, hipertrofi ve hiperplazi gostermektedir (Ozer ve izzetoglu, 2010). Gebelik
sirasinda, ovaryum ve plasentadan salgilanan relaksin hormonu, miyometriyal
kontraksiyonlarin baskilanmasini saglar. Dogum sirasindaki miyometriyal kasilmalar
norohipofizden salgilanan, oksitosin hormonunun kontroliindedir (Abraham ve

Kierszenbaum, 2006).

Perimetriyum; mezotelyumdan ve ince bir bag dokusu tabakasindan meydana gelen
dis ser6z tabakadir (Ross ve Pawlina, 2014). Az sayida diiz kas hiicreleri igermesine

ragmen ¢ok sayida lenf, kan damari ve sinir telleri igerir (Erdost, 2011).

2.1.3. Uterus Embriyolojisi

Disilerde genital kanallar paramezonefrik kanallardan gelismektedir. Karin
bosluguna acilan kranial vertikal parca, mezonefrik kanallar1 ¢caprazlayan horizontal kisim,
kars1 taraftan gelen esiyle birlesen kaudal vertikal kisim olmak iizere baslangicta her
kanalda tanimlanabilir 3 kistm bulunmaktadir. Overlerin asagiya dogru inmesiyle birlikte
ilk iki kisimdan uterus tiipleri gelisir, kaudal parcalarda uterus kanalini olusturmak i¢in

kaynasir (Sadler, 2011).

2.1.4 Plasenta

Plasenta; anne ile fetiis arasindaki iletisimi saglayan, fetiislin biiylime ve gelismesi
icin vazgecilemez olan hayati bir organdir (Cha ve ark, 2012). Dérdiincii ayin basinda,
koriyon frondozum tarafindan olusturulan fetal parca ve desidua bazalisten olusan maternal
parca olmak tizere birbirini tamamlayan iki kistmdan olugsmaktadir. Temel islevleri anne ve
bebek arasindaki gaz degisimi, besin maddelerinin degisimini saglamak ve progesteron

hormonunu iiretmektir (Sadler, 2011).

2.2. Endometriyal (Menstruel) Siklus

Endometriyum; pubertenin baglamasindan menopoza kadar olan siirecte; periyodik,
morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler gostermektedir. 28 giin ara ile tekrarlanan ve ¢esitli
hormonlarla kontrol edilen bu degisikliklere “menstruel sikliis” ad1 verilir. Ard arda devam

eden li¢ fazdan meydana gelmektedir (Gartner ve Hatt, 2008) .



2.2.1. Proliferasyon (Folikiiler) Faz

Olgunlasan ovaryum folikiillerinde tiretilen Ostrojenin etkisiyle, endometriyumun
kalinliginin arttig1, epiteldeki ve lamina propriyadaki hiicrelerde mitoz bdliinmenin
gorildiigi evredir. Bu evreye Ostrojenik veya folikiiler evrede denmektedir. Tiibiiler
bezlerin epitel hiicreleri yukar1 dogru gd¢ etmeye baslar. Boylece bezler daralir ve kivrimli

bir yap1 olusturur (Abraham ve Kierszenbaum, 2006) .

2.2.2. Sekresyon (Luteal) Faz1

Ovulasyondan bir veya iki giin sonra endometrium kalinlagsmaya baslar. Kalinligi
5-6 mm’e ulasan endometriumda; bezler genislemis, keseler olusturmus ve salgi liretmeye
baslamustir. Ostrojen ve progesteron hormonlarmin etkisiyle, stromal hiicreler glikojen
bakimindan zengin olan, desidua hiicrelerine doniisiirler. Spiral arterler uzar (Giirsoy ve

Ergin, 2007) .

2.2.3. Menstruasyon Fazi

Fertilizasyon olmazsa; ovaryumdan progesteron ve Ostrojen salgilanmasi azalir,
stratum fonksiyonale’de kan desteginde degismeler olur. Bunun sonucunda, oosit
ovulasyon sonucu bir miktar kanla birlikte atilir. Venlerin acik olan u¢ kisimlarinda
menstruel kanama boyunca yaklasik 35-50 ml kan sizar. Menstruel kanama ortalama bes

giin siirmektedir (Ross ve Pawlina, 2014).

Ovulasyon olmadig takdirde, korpus luteum olusmadigr igin progesteron
uretilemez. Progesteron yoklugunda sekretuvar safhaya giremeyen endometrium;

menstruasyona kadar proliferasyon sathasinda kalir (Giirsoy ve Ergin, 2007) .

2.3. Implantasyon Oncesi Donemde Meydana Gelen Endometriyal Luminal
Epitel ve Stromal Degisiklikler

Implantasyona hazirlik olmak {izere menstruel safhanin sonunda endometrium
bezlerinde artis goriiliir. Ovulasyon sonucu olusan korpus luteumdan progesteron salgilanir

ve endometrium kalinlasarak 6dem olusturur, stroma hiicreleri siser, spiral arterler

gruplasir (Erdost, 2011) .



Progesteron hormonu etkisinde olan sekreuar fazda ise epitel hiicrelerin apikal
yiizeyinde olugmus silya benzeri uzantilar seklinde’ pinopod’ olarak isimlendirilen yapilar
yer alir. Ostrojen ve progesteron, stromal hiicrelerin; glikojen bakimindan zengin, biiyiik ve
solgun olan, fibroblasttan farklilasan desidua hiicrelerine doniismesini saglar.
Desidualizasyon evresi, implantasyon olmasa da implantasyon penceresi doneminde

endometrial stromada gergeklesir (Giirsoy ve Ergin, 2007).

2.3.1. Endometriyal Reseptivite

Endometriumda ¢esitli yapisal, hiicresel ve molekiiler olaylar dizisi implantasyon
penceresi ile kontrol edilirken bunun sonucunda endometrial reseptiviteyi saglayan gerekli
elemanlar ortaya cikabilir (Bahar ve ark, 2012). Implantasyon penceresi 28 giinliik
menstruel siklusun 20-23. giinleri ile sinirlanmistir. Uterus bosluguna uzanan epitelyal
hiicrelerin apikal membranlari, mikrovilluslarin1 kaybeder. Bunun yerine ‘pinopod’olarak
adlandirilan genis ve diiz membran uzantilar1 gelismektedir. Pinopodlar reseptivitenin
morfolojik belirteclerindendir. Reseptivitenin biyokimyasal belirte¢lerinden Ostrojen ve
progesteronun faaliyetleri bilinirken bunun yani sira matriks metaloproteinazlar, adezyon
molekiilleri, ekstraseliiller matriks proteinleri ve homeoboks genlerinin faaliyetleri tam

olarak bilinmemektedir (Bahar ve Baykal, 2008).

2.4. implantasyon

Cogu tiirlerde liremenin en 6nemli basamagini temsil eden dinamik bir siirectir.
Yaklagma, adhezyon ve invazyon olmak flizere 3 asamadan meydana gelmektedir.
Implantasyon ger¢eklesmeden once blastokist polarite gdsterir. Embriyonik implantasyon
ve gelisimin cesitli diizeylerinde gerekli olan polarite, 6ncelikle gelisen blastokist ve oosit
icerisindeki embriyonik hiicrelerin differansiyasyonu i¢in onemlidir. Polaritenin ikinci
asamasinda blastokist endometriyuma yaklasir ve endometriyuma belirli bir yonelim
gosterir. Blastokist yoneldikten sonra (yaklagsma), zona pellusidasini kaybeder ve trofoblast
hiicreleri reseptif endometriyal epitele baglanir (adhezyon). Son olarak blastokist stromaya
invaze olur(Sekil 1). Adhezyon ve invazyon sirasinda embriyo ile anne arasinda goriilen
molekiiler etkilesimler embriyonun implante olabilmesi i¢in hayati dnem tasimaktadir

(Diedrich ve ark, 2007).



2.4.1. Apozisyon (Yakinlasma)

Blastosist hareketsizdir. Trofoblastlar ile uterinal epitel hiicreleri birbirine degerler
ve ileri bir yakinlagsma olur. Bu alandaki her iki epitel yiizeyinde gegici pseudopod benzeri
sitoplazmik ¢ikintilar aracilifiyla interselliiler gap’lar olusur. Endometrial epitelde
mikrovilli diizlesmesi ve glikokaliks kaybi gozlenirken trofoblastta fagositik aktivite

gozlenmektedir ( Demir, 1995).

2.4.2. Adezyon (Baglanma)

Trofoblast ve glandiiler epitel arasinda iliski artik daha da sikilagmistir. Blastosistin
endometriuma fiksasyonu ve glandiiler epiteldeki apikal mikrovilluslarin trofoblast
membranlarinda, bunlara uyan cukurcuklara baglanmasin1 saglar. Burada desmozom

denilen 6zel hiicre baglantilar1 vardir (Madazli, 2008).

2.4.3. Invazyon ve Penetrasyon

Blastokist implante oldugu sirada daha fazla trofoblast endometriyuma temas
ederek sitotrofoblast ve sinsityotrofoblasta farklilagir. Sitotrofoblast tabakasi, mitotik
olarak aktif ve yeni hiicreler olusturabilen tabakadir. Mitotik aktivite sonucunda olusan
yeni hiicreler giderek biiyliyen sinsityotrofoblast kitlesine go¢ eder. Daha sonra burada
birleserek hiicre zarin1 kaybederler. Sinsityotrofoblast tabakasi hizla genisleyerek c¢ok
cekirdekli bir kitle olur ve hiicre sinirlar1 belirgin degildir. Sinsityotrofoblast hiicreleri
ilerleyerek, endometriyumun bag dokusuna invaze olur ve blastokist endometriyum igine
gomiiliir. Endometrial hiicreler apoptozise ugrar. Apoptozis sonucu endometriyum epitel
hiicrelerini baglayan desmozomlarin sayica giderek azalmasi sonucunda penetrasyon

kolaylasir (Abraham ve Kierszenbaum, 2006).

2.4.3.1. Yer Degistirerek Penetrasyon

Genellikle kemiricilerde (rodentlerde) goézlenen yer degistirerek penetrasyonda;
trofoblast uterus epitelini ortadan kaldirarak onun yerine geger. Once blastosist uterus
epitelinin apikal plazma membranina tutunur. Sonra bu hiicreler dejenere olur, bazal

laminadan ayrilir.



2.4.3.2. Kaynasarak Penetrasyon

Genellikle tavsanlarda gozlenen, sinsisyum araciligiyla uterus duvarinin

kaynagmasi sonucunda ger¢eklesen penetrasyon tipidir.

2.4.3.3. Zorla Penetrasyon

Genellikle insanlarda gozlenen, uterus epitel hiicreleriyle sinsisyum uzantilarinin
baglantilar yaparak hiicreler arasi araliklara girmesi ve bu araliklar1 doldurmasi sonucunda
olusan penetrasyon tipidir. Trofoblast ve uterus epiteli arasinda yeni baglant1 kompleksleri
olusmasi sonucunda bazal laminanin ortadan kalkmasiyla trofoblast, endometriyumun

lamina propriyasina niifuz eder (Demir, 1995).
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Sekil 1. Implantasyon. Giirsoy ve Ergin (2007)’den modifiye edilmistir.

2.5. implantasyonda Desidualizasyon

Embriyonun implantasyonu ve plasentanin gelisimi icin endometriyal stromal
kompartmanin  gecirmis oldugu farklilasma siirecine  ‘desidualizasyon’  denir.
Desidualizasyonun gergeklestigi stromal kompartimanda endometriyal stromal hiicreler
desidual hiicrelere farklilasir. Spiral arterlerde genisleme ve anjiyogenezis gergeklesir.

Endometriyal bezlerde sekresyon fazina geger ve artan sitokinlerin etkisiyle monosit ve



uterus dogal oldiiriicii hiicrelerinin ortama gogii gerceklesir (Gellersen ve Brosens, 2003).
28 giinliik menstruel siklus siirecinin 23. giinlinde endometriyal stromal hiicreler
morfolojik ve biyokimyasal farklilagmalar gegirerek bunun sonucunda desidual hiicrelere
dontisiir. Basta progesteron olmak iizere relaksin, cAMP (siklik adenozin monofosfat),
gonadotropinler, prostaglandin ve c¢esitli biiyiime faktorleri endometriyal stromal

hiicrelerin desidualizasyonunu indiiklemektedir ( Kasahara ve ark, 2001).

Implantasyon doneminde desidua hiicrelerinde laminin, Tip IV kolajen, fibronektin,
heparan siilfat ve proteoglikan sentezlenir (Giirsoy ve ark, 2009). Endometriyal stromal
hiicrelerin farklilagmasi, ilk olarak implantasyon bolgesindeki stromal hiicrelerde baslar ve
ardindan tim endometriyuma yayilir. Desidual hiicre sayisinin artmasi sonucunda,
desidualizasyon boélgesi ii¢ farkli tabakalanma gosterir. Embriyonun implantasyonunun
gerceklestigi ve plasentanin altinda yer alan endometriyuma ‘desidua bazalis’ ad1 verilir.
Embriyonun iizerini kaplayan endometriyum bolgesine ‘desidua kapsiilaris’ ad1 verilirken
implantasyon alaninin disinda kalan miyometriyumun i¢ yiizeyini doseyen endometriyum
bolgesine ise ‘desidua pariyetalis’ adi verilir (Sadler, 2011). Desidual dokunun gorevi,
ozellikle implantasyon ve erken gebelik siireclerinde trofoblast hiicreleri ve miyometriyum
arasinda immiinolojik bir bariyer olusturarak inflamatuvar sinyallere ve oksidatif strese

kars1 embriyoyu korumaktir (Gellersen ve ark, 2010).

2.6. Kalsitonin Hormonu ve Implantasyondaki Yeri

Kalsitonin hormonu parafolikiiler hiicrelerden tirokalsitonin seklinde sentezlenerek
kapillerlere salinan 32 aminoasitli, protein yapisinda bir hormondur. Parafolikiiler
hiicrelerin kalsitonin iiretimi ve salinimi hipofiz hormonlarindan bagimsiz olup, dogrudan
kan kalsiyum seviyesiyle iligkilidir. Tiroitden salgilanan kalsitoninin esas gorevi kan
serumundaki kalsiyum seviyesini diisiirmektir. Bu olay oOncelikle kemiklerdeki
osteoklastlarin sayisin1 azaltmak ve aktivitelerini indirgemekle gerceklestirilir. Boylelikle
kemigin rezorbsiyonu ve kalsiyumun agiga ¢ikist azalir. Kalsitonin ayn1 zamanda
bobreklerden idrara kalsiyum ve fosfor iyonlarinin atilimin arttirir (Kierszenbaum ve Tres,

2012).

Yapilan caligmalar sonucunda, sican ve insan endometriyal epitelinde menstruel

siklusun implantasyon penceresi siiresince gegici olarak kalsitoninin eksprese edildigini ve



bu ekspresyonunun O6zellikle glandular epitelde progesteron tarafindan diizenlendigini
gostermistir (Kumar ve ark, 1998). Kalsitoninle yapilan ¢aligmalar sonucunda kalsitoninin
implantasyon siiresince uterusta otokrin ve parakrin etki gosterdigini ispatlamistir (Li ve
ark, 2002). Sican plasentasindaki desidua ve trofoblastlarda CGRP (kalsitonin gen iliskili
peptid) reseptorlerinin varligr, CGRP’nin implantasyon bolgesinde otokrin veya parakrin

yolla ¢alistigini desteklemistir (Dong ve ark, 2002).

2.7. Bazal Membran Bilesenleri

Viicutta epitel ve endotel hiicrelerinin bazolateral kisminda bulunan diiz kas, iskelet
kasi, sinir hiicreleri, kalp kas1 ve yag hiicrelerinin etrafin1 kaplayan, iliskili oldugu diger
hiicreleri etrafindaki bag dokusundan ayiran ¢ok ince ve devamli yap1 ‘bazal membran’
olarak isimlendirilir (Akay, 2010). Tip IV kollajen, laminin, nidojen/entaktin ve
perlekandan olusan bazal membran bilesenleri; hiicre davranisi ve sinyal yollarini diizenler

(Hallmann ve ark, 2005).

2.7.1 Laminin

Laminin; tek polipeptid zincirinden olusan glikoprotein heterodimeridir. Zincir
uzun kol boyunca birbirine sarilmis 3 tane kisa alana sahiptir. Farkli laminin genlerinde her
zincir i¢in bir kod bulunurken alandaki yapilar ayn1 homolojiyi paylagsmaktadir (Inagaki ve
ark, 2005). Embriyonik gelisim sirasinda ve plasenta olusumunda rol oynamaktadir. Insan
embriyolarindaki laminin 1’in, tip IV kollajenaz ekspresyonunu artirdigi ve maternal
matrikste trofoblast adezyonunu kolaylastirdigi disiiniiliir. Bazal laminanin yapisinda
onemli rol oynayan laminin, Tip IV kollajene baglanir. Laminini kodlayan geninde
mutasyon olan farelerde bazal lamina olusmaz. Bunun sonucunda embriyogenez sirasinda

fareler oliir (Akay, 2010).

2.8. Adezyon Molekiilleri

Hiicre yiizeyinde yapisal olarak bulunan, bazi uyarilar sonucunda hiicre yiizeyinde
ortaya ¢ikan , hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminde rol alan molekiillerdir. Korunma,
hiicre i¢i veya hiicreler arasi sinyal iletiminin diizenlenmesi, hiicre iskeleti araciligiyla
hiicre hareketinin organizasyonu, yara iyilesmesi, doku biitlinliigiiniin saglanmasinda

gorevlidirler. Hiicrelerin ¢ogalmasi ve migrasyonu, endotel ve epitel hiicrelerinin segici bir
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bariyer olusturmasi, hiicrelerin birbirlerine ve matrikse baglanmasi adezyon molekiilleri
araciligiyla gergeklestirilir. Adezyon molekiilleri ve ekstraselliller matriks (ECM)
arasindaki iligkilerin; hiicre aktivasyonu, proliferasyonu, timor olusumu ve apoptozda
onemli oldugu belirtilmistir. Yapisal ve fonksiyonel ozelliklerine gore; reseptdr protein
tirozin fosfatazlar, immiinoglobulin siiper ailesi, kaderinler, integrinler, selektinler ve

hyaluronat reseptdrler olmak {izere alt1 grup altinda incelenebilir (Ergiiler ve ark, 2002).

2.8.1. aVP3 Integrin

Endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, fibroblast, makrofajlar ve mezenkimden koken
alan hiicrelerin neredeyse tiimiinden eksprese edilen cok yaygin integrinlerden birisidir

(Kokubo, 2007).

Endometriyumun luminal epitelinde en iyi karakterize edilen hiicre adezyon
molekiilii olup, tavsan modellerinde a VB3 integrinin blokaj1 implantasyonu bozar (Illera ve
ark, 2003). implantasyon penceresi sirasinda uterusun luminal ve glandular epitelinde
eksprese edilmektedir. Farede yapilan ¢alismalarda aVB3 integrinin blokaji sonucunda
implantasyonun bozuldugu, fakat aV’siz farelerin fertil oldugu goriilmiistiir (Illera ve ark,

2000).

2.9. Kok Hiicre

Farkli bir hiicreye farklilasma kapasitesi yliksek olan, hem embriyonik hem de
eriskin donemde bulunan, eriskin donemde yillarca suskun kalabilen fakat yaralanma,
onarim durumlarinda aktif hale gelebilen hiicreler ‘kok hiicre’ olarak isimlendirilir (Sahin
ve ark, 2015). Kok hiicrelerin 6zellikleri, kendini yenileme, farkli hiicrelere farklilasma

yetkinligi, klon olusturma yetenegine sahip olmalaridir (Can, 2014).

Bulunduklar1 dokuya gore kok hiicreler embriyonik kok hiicreler ve eriskin kok
hiicreler olmak {izere iki smifa ayrilir (Sekil 2). Farklilasma potansiyellerine gore ise
totipotent, pluripotent, multipotent, unipotent kok hiicreler olarak siiflandirilir (Sahin ve

ark, 2005).

Tek basmna tiim organizmayr meydana getirebilecek genetik bilgiye ve glice

sahiptir. Pluripotent hiicrelerse; viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip
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olmalarina ragmen, artik tek baslarina tiim organizmay1 olusturacak giice sahip degillerdir

(Skibber ve ark, 2001). Multipotent hiicreler, birbirine yakin hiicre gruplarini
olusturabilirler. Ornegin; kan kok hiicreleri, kemik iliginde bulunur ve gerektiginde beyaz
kan hiicrelerine, kirmizi kan hiicrelerine ve trombositlere doniisebilme potansiyellerine
sahiptirler. Unipotent hiicrelerse, kas ana hiicresinde oldugu gibi sadece bir hiicre tipini

olusturan kok hiicrelerdir (Bunnel ve ark, 2008).

Embriyonik kok hiicreler; blastosistin dis kisminin ayrilip, i¢ hiicre kitlesinden elde
edilen hiicrelerin kiiltiire edilmesi sonucu olusan pluripotent kok hiicrelerdir. Kendini
yenileme ve ¢ogalma Ozelligine sahip olan bu hiicreler, ayn1 zamanda pek c¢ok hiicre

tipinede doniisebilmektedir.

Eriskin kok hiicreler; yetiskinlerde farklilasmis dokularda farklilasmamis halde
bulunmakla birlikte, kendini yenileme &zelligine sahip multipotent kok hiicrelerdir. Thtiyag
halinde farklilasma gostererek doku ve organlarin yenilenmelerini saglamaktadirlar (Ozen

ve Sancak, 2014).

Kik Hiicre
Kaynaklan
Embriyo < TS Yetigkin doku
kaynakl kaynalds kdk
kdk hiicreler
..FP"--FF-TJ----E"'-\-\__ .---"'-r----H%-\"'-h.._\_
&« . e ~
Blastolist Gonodal Fetal Somatik Germ
- Ridge dokulardan dokulardan hﬁcrelmpd»en
A elde edilen elde edilen kék elde edilen
\[/ kak el kik hiicreler
Embif;.romk Embeiyo hiicreler — - —
kidk _ o / é_.ﬂ'
- germ kdk -
hiicreler - . - / . .
hiicreleri - / Spermatogonia oogonia
- '
Yetigkin Hematopoietil: - i .
dolalardan ¥k hiicreler Mez}i-gkm:a.l kik
izole edilen creee

kok /\.

Periferal kan  Kemik ilig

Sekil 2. Kok hiicrelerin siniflandirilmasi. Giilsah Kiirkgii (2012)’den modifiye edilmistir.
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2.9.1. Mezensimal Kok Hiicreler

Kemik iligi stromas1 iginde yer alan, erigskin tip kok hiicrelerdir. Destek hiicresi
Ozelligi tasiyan fibroblast benzeri multipotent kok hiicrelerdir. Ortam sartlarina bagli olmak
kaydiyla, uygun kosullarda yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament gibi hiicrelere
farklilasabilme 6zelligine sahiptirler. Bunun disinda mezodermal kokenli olmayan endotel

ve noroektoderm gibi ¢ok ¢esitli hiicrelere farklilasabilirler (Cannazik ve Polat, 2014)

Ilk olarak 1970 yillarinda Friedenstein ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan
mezensimal kok hiicrelerin, ylizeye yapisabilme oOzelligi vardir. Friedenstein yaptigi
caligmalarda kemik iligi aspiratim1 fetal buzagi serumu igeren ortama yaymistir ve
morfolojik olarak fibroblastlar benzeyen hiicrelerin var oldugunu ve bu hiicrelerin

farklilsabilme 6zelliklerine sahip oldugunu gézlemlemistir (Friedenstein ve ark., 1976).

Mezengimal kok hiicreler, homeostazin ve doku onariminin saglanmasinda 6énemli
rol oynayan mezensimal kok hiicreler, viicudumuzda kemik iyilesmesinde de gorev alir
(Hwang ve ark, 2009). Bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmezler ve donér dokudan
kolay elde edilebilirler. in vitro ortamda verimli bir sekilde iiretilmesi ve farklilastirilmasi

icin kimyasal ve fiziksel uyaranlar biiyiik 6nem tasimaktadir (Meinel ve ark, 2004).

In vitro kiiltiir ortaminda iiretilen mezensimal kok hiicrelerin pasaj sayisinin
artmasi hiicrelerde stres belirtilerinin ortaya ¢ikmasini saglar. Pasaj sayisinin artmasiyla
birlikte sitogenetik bozukluk, telomer kisalmasi, aktin birikmesi ve tutunmanin azalmasi
gibi durumlar goriilmektedir. Bu yilizden pasaj sayisnin {i¢ii gegmemesine dikkat etmek

gerekir (Matur ve Solmaz, 2011).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Hiicre kiiltiirii asamas1 Adnan Menderes Universitesi (ADU) Merkez Arastirma
Laboratuvarinda, hayvan deneyleri asamast ADU Hayvan Deneyleri Arastirma
Laboratuvarinda gerceklestirildi. Dokularin histokimyasal ve immiinohistokimyasal
boyamalar1 Adii Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji laboratuvarinda gergeklestirildi ADU
Uygulama ve Arastirma Hastanesi’nde akim sitometri analizi yapildi. ADU Veteriner

Fakiiltesi’nde Immunofloresans gériintiileme yapildi.

3.1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Deney Gruplar:

Calismamiz igin, agirliklar1 180-200 gram arasinda degisen, 32 adet eriskin disi

“Wistar Albino” cinsi ratlar kullanildi.

3.1.1. Deney Gruplar

Kontrol Grubu (K Grubu): 23+2°C, %45-65 nem ve 14 saat aydinlik/10 saat
karanlik ortamda, yem ve suyun ad [libitum saglandig1 kosullarda 16 adet disi sigan takip
edildi. Gebeligin 10. giinii (8 disi) ve gebeligin 21 giinii (8 disi) olmak {lizere hayvanlar 2
farkli gruba ayrildi. Disi siganlar bir gece erkek sicanlarla (bir disi+bir erkek) ayni kafeste
bekletildi. Ertesi sabah vaginal smearlarinda spermatozoon bulunan disi siganin gebeligin
0. glinlinde oldugu kabul edildi. Gebeligin 10. giinlinii ve 21. gliniinii tamamlayan
sicanlara, ayni gilin igerisinde kuyruk veninden PBS (fosfat tuzu tamponu) verildi.
Gebeligin 10. giiniinli ve 21. giiniinli tamamlayan si¢anlara anestezik madde
(Ketamin+Ksilezin) intraperitoneal yoldan verilerek servikal dislokasyon ile sakrifiye

edilerek implantasyon bolgeleri ¢ikartildi ve %10°luk formaldehitin igerisine konuldu.

Kok Hiicre Grubu (KH Grubu): 23+2°C, %45- 65 nem ve 14 saat aydinlik / 10
saat karanlik ortamda, yem ve suyun ad libitum saglandig1 kosullarda 16 adet disi sigcan
takip edildi. Gebeligin 10. giinii (8 disi) ve gebeligin 21. giinii (8 disi) olmak iizere
hayvanlar 2 farkli gruba ayrildi. Disi sicanlar bir gece erkek siganlarla (bir disi+bir erkek)
ayn1 kafese konuldu. Ertesi sabah vaginal smearlarinda spermatozoon bulunan disi siganin

gebeligin 0. giinlinde oldugu kabul edildi. Ayn1 giin sican kemik iliginden elde ettigimiz
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1x10% mezensimal kok hiicreler 1 ml tam besi yeri icerisinde kuyruk veninden enjekte
edildi. Gebeligin 10. giinlinii ve gebeligin 21. giiniinii tamamlayan si¢anlara anestezik
madde (Ketamint+ Ksilezin) intraperitoneal yoldan verilerek servikal dislokasyon ile
sakrifiye edildi. Implantasyon bolgeleri ¢ikartildi ve %10’luk formaldehitin igerisine

konuldu.

3.2. Sican Kemik iligi Kokenli Mezensimal Kok Hiicre Elde Edilmesi:

Mezensimal kok hiicre elde edilmesi i¢in dondr olarak 180-200 gram agirligindaki
6 adet disi sican kullanildi. Siganlar ketamin (Alfamine, 10mg/ml) ve Ksilazin (Alfazyne,
20mg/ml) uygulamasi ile anestezi altinda sakrifiye edildi. %70’lik alkol ile arka ve 6n
ayaklar1 steril edildikten sonra steril makas/bisturi ile sicanlarin femurlar1 c¢ikartildi.
Cikarilan femurlar yumusak dokularindan temizlenerek kemiklerin serbest hale gelmesi
saglandi. Onceden hazirlanan 40 ml PBS iceren falkon tiiplerin icine yumusak dokusundan

temizlenen femurlar konuldu. Kok hiicre kiiltir laboratuvarina kisa surede transfer edildi.

3.2.1. Hiicre Kiiltiir islemleri:

Bu islem i¢in, Minimum Essential Medium (MEM) c¢ekilmis insiilin enjektorleri
kullanildi. Her kemik i¢in lcc, toplamda ise hayvan basina 5-7cc MEM(Minumum Eagle
Medium) kullanildi. Femurun ortasindan tutularak makas yardimi ile kemiklerin her iki ug
kismindan kesildi ve boylece kanal acilmis oldu. Medyumdan 5 ml ¢ekilerek steril falkon
tiiplere (50 mI’lik) konuldu. Medyum konulan falkon tiipiin kapagi agilarak uclart kesilen
kemikler dik bir sekilde pens yardimi ile falkon tiipiin igerisine dogru tutuldu. Ardindan
daha 6nceden medyum g¢ekilen insiilin enjektorlerinin igneleri bu kemiklerin kanalindan
iceriye dogru sokularak medyum igerigi kanaldan igeri dogru enjekte edildi. Kemik iligi
icerigi bulunan falkon tiipii 5-10 sn calkalandi ve sonrasinda 1250 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Cikan siipernatant atildi ve pellet iizerine medyum ilave edilerek tekrar
1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve pellet {izerine tekrar 13 ml tam
besi yeri(%15 FBS, %1Pen Strep, %84 MEM) eklenerek pipetaj yapildi, T25 flaksklara
dagitildi. Boylece flasklara hiicre ekimi yapilmig oldu. CO: inkubatdriine kaldirilan
hiicrelerin ii¢ giinde bir medyumu degistirildi ve mikroskopta kontrol edildi. Ugiincii

pasajin sonunda hiicreler sayim yapildiktan sonra donduruldu.
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3.2.1.1. Red Floresan Proteinle (RFP) Mezensimal Kok Hiicrelerin Isaretlenmesi

Calismamizda; MKH’lerin immunfloresan mikroskopunda goriintiilenmesi i¢in
RFP (Sigma-Aldrich PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kits for General Cell Membrane
Labeling) kiti kullanilmistir. Onceden dondurdugumuz 8x10° mezensimal kok hiicre su
banyosunda ¢ozdiiriildii. Her hiicre i¢in 5 ml olacak sekilde MEM eklendi. 5 dk 1000
rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve her hiicreye 5 ml olacak sekilde tekrar MEM
eklendikten sonra tekrar 5 dk 1000 rpm’de santrifiij edildi. Ependorfa kitin igerisinde yer
alan diluent C’den 0.8 ml ekleyip pipetaj yapildi. Santrifiij edilen hiicrelerin siipernatanti
atildi ve pellete ependorfa ekledigimiz diluent C soliisyonu eklenerek pipetaj yapildi.
Bagka bir ependorfa diluent C den 1 ml alind1, boya soliisyonundan 4 mikrolitre eklenerek
pipetaj yapildi. Yukaridaki karisimdan 800 mikrolitre alindi ve hiicrelere eklendi.
Hiicrelerin iistiine 1,6 ml FBS (Fetal Boin Serum) eklenip 1 dakika bekletildi. 6 ml tam
besiyeri eklendi. Sonra 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatanti atildiktan sonra
6 ml tam besiyeri eklenip tekrar santrifiij edildi. Son olarak tekrar siipernatant atildi ve her
hayvan basma Iml igerisinde 1x10° olacak sekilde toplam 8 ml tam besiyeri eklendi.

Sicanlara mezengimal kok hiicreler kuyruk veninden verildi.

3.2.1.2. Hiicre Canlilik Testi:

Kiiltiir edilen hiicreler tripsin ile muamele edildikten sonra petrilerden ayrilarak
1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve kalan pellet kismina PBS ile
pipetaj yapildi. Sonra Tripan blue ile 1/1 oraninda diliie edilerek gelistirilmis Neubauer

lami1 kullanilarak hiicre sayimi yapildi.

3.2.1.3. Mezensimal Kok Hiicrelerin Akim Sitometrik Analizi:

Akim sitometride mezensimal kok hiicrelerin yiizey markirlarinin ekspresyonunu
analiz etmek i¢in CD 11b, CD 29, CD 45 ve CD 90 antikorlar1 kullanildi. Buradaki amag
siispansiyon haline gelmis hiicrelerin mezensimal kok hiicre olup olmadigmin gerekli
monoklonal antikorlar yardimiyla analiz etmektir. Erken donem pasajlara ait mezensimal
kok hiicre dizisi ylizey ekspresyon isaret¢ileri bakimindan akim sitometrik analiz

kullanilarak tanimlandi. Kiiltiir kabinin yiizeyine tutunmus olan mezensimal
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hiicreleri  %0.25 tripsin-edta (tripsin etilendiamin tetraeasetikasit)  ile ylizeyden
kaldirildiktan sonra kiiltiir medyumu igeren tiiplere aktarilip santriflij edildi. Santrifiij ve
PBS’le yikama sonras1 pellet ¢oziildii ve hiicreler sayildiktan sonra 1x10° olacak sekilde
PBS igerisinde siispanse edildi. Daha sonra, belirlenen hiicre yiizey isaretcilerine 6zel
fluorescein isothiocynate (FITC) konjuge monoklonal CD 11b, CD 29, CD 45 ve CD 90
antikorlar1 % 3 BSA igceren PBS igerisinde (1png/ml olacak sekilde) oda 1sisinda, karanlikta,
30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 %0.1 sodyum azide iceren yikama solusyonu
eklendi ve 5 dakika 1300 rpm’de santrifiij edilerek temizlendi. Hazirlanan hiicre
stispansiyonu FACS Calibur Akim Sitometri (BD Sciences) cihazinda okutuldu ve analizi

BD Cell Quest™ software programu ile yapildi.

Ayrica doku diizeyinde inceleme i¢in 21 giinliikk kok hiicre grubuna ait akciger
orneklerinde akim sitometrisi yontemiyle Cd 34 sayimi yapildi. Ornekler nesterle kiigiik
pargalara ayrildi. Ornegin iistiinii kapatacak sekilde, isoflow tampon ¢ozeltisi konuldu.
Sonra ornek pargaliyicida 1 dk boyunca pargalandi ve drnekleme kabina konuldu. Son

olarak Navios Beckman Coulter cihazinda incelendi.

3.3. immunofloresan inceleme

21 giinliik kok hiicre verilmis gebe sicanlardan alinan implantasyon bolgesine ait
doku Ornekleri tespit edildikten sonra parafine gomiiliip ornekler, 5 pum’lik kesitler
olusturacak sekilde lam iizerine alindi. Sonra ksilolde deparafine edildi ve alkol
serilerinden gegirildi. PBS ile yikandi. 10 dakika Metanol ile karanlik ortamda bekletildi ve
PBS ile 3 kez yikandi. Sonra PBS igerisinde 1/1000 oraninda dilue edilen DAPI (4',6-
diamino-2-phenylindole) boyasinda 10 dakika bekletildi. Tekrar PBS ile 3 kez yikandi.
Lam {izerine mounting medyum damlatilarak lamel ile kapatildi ve dokular floresan

mikroskopta gortintiilendi.

Ayrica 21 giinlik kok hiicre verilmis gebe sicanlardan alinan implantasyon
bolgesine ait doku drnekleri OCT (Optimal Cutting Temperature) bilesenine gomiilii halde
+4°C’de 1 gece bekletildikten sonra frozen (Cryostat A650) da 5 pum’lik kesitler lam
tizerine alindi. 10 dakika Metanol ile karanlik ortamda bekletildi ve PBS ile 3 kez yikandi.
Sonra PBS igerisinde 1/1000 oraninda dilue edilen DAPI (4',6-diamino-2-phenylindole)
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boyasinda 10 dakika bekletildi. Tekrar PBS ile 3 kez yikandi. Lam iizerine mounting

medyum damlatilarak lamel ile kapatild1 ve dokular floresan mikroskopta goriintiilendi.

3.4. Dokularin Elde Edilmesi

Calismamiz Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
25.02.2016 tarih ve 64583101/2016/58 sayili onay alinarak yapilmistir. Calisma igin,
Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel laboratuarinda ciftlestirilen ve
gebeligi belirlenen “Wistar albino” cinsi disi sicanlara ait embriyonun implante oldugu
bolgeleri ve plasentalarr alindi. Dokular serum fizyolojik ile yikandiktan sonra %10’luk

noétral formaldehitin igine alinip 16 saat bekletilerek tespit islemi yapildi.

3.5. Isik Mikroskobik Inceleme i¢in Dokularin Takibi

%10’luk notral formaldehitte 16 saat tespit edilen dokular 12 saat akarsu altinda
yikandi ve bunun sonucunda formalin soliisyonundan arindirildi. Daha sonra dokular, doku
takip cihazinda sirasiyla, %100, %90, %80, %80, %70 ve %70’lik alkollerde 12 saat
bekletilerek dehidratasyon islemi tamamlandi. Seffaflastirma ve alkolii dokudan
uzaklagtirmak i¢in 2x15 dakika ksilolde bekletilen dokular, 1/1 hacimde parafin/ksilol
icerisinde 1 saat bekletildikten sonra, saf parafin i¢ine alinip 4 saat daha bekletildi.
Infiltrasyon isleminin ardindan parafin bloklara gomme islemi gergeklestirildi. Her bir
parafin bloktan, tam otomatik, rotary mikrotom (Leica RM 2265,Germany) yardimiyla
Feather mikrotom bicagi (35S) ile 5 um kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitlere
hematoksilen-eozin ile histokimyasal boyama (H-E), laminin, kalsitonin ve aVf3 integrin
antikorlar1  kullanarak immiinohistokimyasal boyama yapildi. Olympus - BXS50

mikroskobu ile goriintiileri alinda.

3.5.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

1) Parafin kesitler ksilolde deparafinize edildi. Azalan alkol derecelerinden 2 dakika

stireyle gecirilip distile suya kadar getirildi ve distile suda 5 dakika bekletildi.

2) Filtre edilmis Mayer’s Hematoksilen (Merck %37) soliisyonunda 2 dakika bekletildi.
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3) Kesitler 5 dakika distile suda bekletilerek, hematoksilen artiklarindan arindirildi.
4) Z1t boyama i¢in Eozin-Y (HT110132 Sigma) solusyonunda 2 dakika bekletildi.

5) Dehidratasyon ve parlatma icin 2‘ser dakika yiikselen alkol derecelerinde
strastyla %80, %90 ve %100 etil alkol serilerinden gegirildi.

6) Ksilolden gecirilerek, Entellan-Nuevo (Merck Millipore) damlatildi ve lam ile kapatildi.

3.6. Immunohistokimyasal inceleme

Immunohistokimyasal incelemeler, Hsu ve ark. (1981) tarafindan agiklanan metoda
gore yapilmustir. Inceleme igin uterus ve plasenta dokusundan 5 pm kalinliginda kesitler
feather mikrotom bicag1 (35S) kullanilarak alindi. Alinan kesitlerdeki dokulara sirasiyla
asagidaki islemler uygulandi.

1) Uterus kesitleri immiinohistokimyasal boyama i¢in 1 gece 37°C etiivde tutuldu.

2) Ardindan sirasiyla 59°C’de etiiv igeresinde 15 dakika Ksilol igerisinde, 15 dakika ksilol
disinda,15 dk ksilol iginde, 15 dk ksilol disina konularak seffaflandirma islemi
gerceklestirildi.

3) Dokularin etrafi Liquid Bloker Super PAP Pen (Sigma-Aldrich) kalemiyle ¢izildi.
4) Absolii ve %80’lik dereceli alkol serilerinde 15 dakika bekletildi.

5) Distile su ile yikandi.

6) Tripsin- EDTA Solusyonu (Sigma-Aldrich) ile 20 dakika bekletildi.

7) Endojen peroksidazi maskelemek i¢in kesitler %30’luk Hidrojen peroksit (H202) +
Metanol (LIChrosolv) 1:9 oraninda (1ml H20>, 9ml Metanol) 20 dk bekletildi.

8) Dokular 2 kez distile suyla yikandi.

9) Serum Blocking Solution (invitrogen-Histostain- Plus Bulk Kit) damlatildi 20 dk
bekletildi.
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10) 1/100 oraninda diliie edilmis primer antikorlar (Laminin, Kalsitonin ve aVB3 Integrin)

sirasiyla bir saat inkiibasyona birakildi.
11) 2 kez PBS ile yikandi.

12) Super enhancer (invitrogen-Histostain- Plus Bulk Kit) sekonder antikorunda 20 dakika
bekletildi.

13) 2 kez PBS ile yikandu.
14) SS Label (Invitrogen-Histostain- Plus Bulk Kit) 20 dakika bekletildi.

15) DAB Kromojen + H,0» + Buffer kromojen (Invitrogen-Histostain- Plus Bulk Kit) 1ml
icerisine 1’er damla damlatilarak iyice karistirildi ve 2-3 dakika bekletildi. Ardindan 1 ml
icerisine DAB Enhancer 1 damla damlatilarak iyice karistirildiktan sonra 5 dakika

bekletildi.

16) 2 kez distile su ile yikandi.

17) 2 dakika boyunca Mayer’s Hematoksilen (Merck %37) ile zit boyama yapildi.
18) 2 kez distile suyla yikandi.

19) %80’lik ve %100’liik dereceli alkol serilerinde ikiser dakika boyunca bekletildi.
20) Ksilolde 10 dakika bekletildi.

21) Entellan-Nuevo (Merck Millipore) kapama maddesi ile kapatildi.

Immunohistokimyasal tekniklerle boyanan kesitler 151k mikroskobunda (Olympus
CX31- Japan) degerlendirildi. Tiim gruplarda laminin, kalsitonin ve aVP3 integrin immiin
boyanmasi pozitif olan hiicre sayilarinin degerlendirilmesi HSCORE (Histolojik Skorlama)
ile yapildi. Immunohistokimyasal analizde, tiim gruplar igin rastgele iiger kesit segildi. Her
bir kesitte bes bolge immunohistokimyasal boyanmanin analizi i¢in degerlendirildi. Tiim
gruplarda pozitif hiicrelerin boyanma siddetleri asagida verilen degerlendirmelere dahil

edildi (Tablo 1).
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ekspresyonunun skorlanmasi

Tablo 1. Laminin, kalsitonin ve aVB3 integrinin kontrol ve kok hiicre gruplarinda siddet

Siddeti Yorumu
- (0) Negatif
+(1) Zayif

++(2) Orta

+++ (3) Kuvvetli

yogunluk ekspresyonlarinin skorlamasi

Tablo 2. Laminin, kalsitonin ve aVB3 integrinin kontrol ve kok hiicre gruplarinda

Yogunlugu Yorumu
0,1 <% 25
0,4 < % 26-50
0,6 < 9% 51-75
0,9 <% 76-100

Immunreaktif skor: pozitif boyanan hiicrelerin siddetinin derecesi ile boyanma
yogunluklarindan elde edilen skorlarin birbiriyle c¢arpilmasi sonucunda yukaridaki
immunreaktif skor elde edilmistir (Ayyildiz ve ark, 2004). Tiim gruplardaki HSCORE

Olclimii tic bagimsiz gozlemci tarafindan degerlendirilerek yapilmistir.

3.7. istatiksel Analiz

Calismada yer alan 10. ve 21. giin laminin, kalsitonin ve integrinin Ol¢limleri
ortalama + standart sapma (ort+s) ve ortanca (min-maks: minimum-maksimum) ile ifade

edilmistir.

Kontrol ve deney grubu, bes farkli hiicre bdlgesi i¢in bu 6l¢iimler bakimindan
Mann-Whitney U testi ile karsilastirilmistir. Analiz sonuglarinda p degeri verilmistir.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edilmistir.
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Istatistiksel analizler ve hesaplamalar i¢in IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM Corp.
Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp.)

programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii ve Immiinfenotiplendirilmesi

4.1.1. Sican kemik iliginden izole edilmis mezensimal kok hiicrenin kKiiltiir ve
immiinfenotiplendirilmesi

Sican kemik iliginden elde edilen ve liglincli pasajina getirilen mezensimal kok

hiicrelerin morfolojik yapisi 151k mikroskobunda gozlenmistir (Resim 1).

Resim 1. Sigcan kemik iliginden elde edilen mezensimal kok hiicrelerin 151k

mikroskobundaki 3. pasajdaki goriintiisii.

Akim sitometrisi yontemiyle kok hiicre belirteclerini kullanarak, elde ettigimiz

hiicrenin mezensimal kok hiicre oldugu kanitlandi.
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Sekil 3. Sican kemik iliginden izole edilen MKH’lerin immiinofenotipik 6zelliklerinin
akim sitometri sonuglart. Sican kemik iliginden elde ettigimiz mezensimal kok
hiicrelerin immunofenotipik karakterizasyonu icin akim sitometrisi teknigi ile
hematopoetik belirtecleri Sekil 8a:CD45 PE (% 6,87) ve Sekil 8b: CD11b FITC (%
2,43) negatif ekspresyon gosterdigi tespit edilirken, stromal belirtegleri Sekil 8c:
CD29 FITC (% 78,18) ve Sekil 8d: CD90 (% 92,87) pozitif ekspresyon gosterdi.
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4.1.2. Akim Sitometrisi Yontemiyle CD 34 Sayin

Akim sitometrisi yonetmiyle doku diizeyinde yaptigimiz hematopoetik kok hiicre
belirte¢lerinden CD34 negatif ¢ikmistir. Elde ettigimiz hiicrelerin mezensimal kok hiicre
oldugu kanitlandi.
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Sekil 4. Mezensimal kok hiicre verilmis akciger dokusundaki CD 34 sayimi. Sekil 4a;
hiicrelerin biiytikliigline gore sagilima bakild1 (%96.5 oraninda canli CD34 hiicresi
var). Sekil 4b; mezensimal kok hiicre belirteclerinden CD45 oranina
bakildi(%4.64). Sekil 4c¢; CD34 hiicrelerinin biiyiikliigiine bakildi1(%0.39). Sekil 4d;
Totalde olan CD34 hiicre sayisina bakildi ve negatif ¢ikt1(9%0.39).

4.2. Mezensimal Kok Hiicrelerin Varhigimin RFP pozitifligi ile 6l¢ciilmesi

21 giinlik kok hiicre grubuna ait hayvanlardan alinan ve parafine gomiilerek
saklanan doku Orneklerinden alman kesitler (daha Oncesinde hayvanlara verilen
mezengimal kok hiicrelere transplantasyondan once RFP geni aktarilmistir) ksilol ile

deparafinize edilip alkol serilerinde bekletilmistir. RFP ile isaretli mezensimal kok
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hiicrelerin doku takibi islemi fluoresan mikroskopta goriintiilenmistir. Inceleme dncesinde
doku kesitleri metanolde fikse edildikten sonra ¢ekirdek boyasi olan DAPI ile boyanmistir
Daha sonra DAPI ve RFP igin ayrn filtreler kullanilmistir. Son olarak fluoresan

mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) goriintiillenmistir (Resim 2 ).

Ayrica 21 giinliik kok hiicre grubuna ait 6rnekler +4°C’de 1 gece bekletildikten
sonra frozen (Cryostat A650) da 5 um’lik kesitler lam iizerine alind1 ( daha dncesinde
hayvanlara verilen mezensimal kok hiicrelere transplantasyondan once RFP geni
aktarilmistir). 10 dakika Metanol ile karanlik ortamda bekletildi ve PBS ile 3 kez yikandi.
Sonra PBS igerisinde 1/1000 oraninda dilue edilen DAPI (4',6-diamino-2-phenylindole)
boyasinda 10 dakika bekletildi. Tekrar PBS ile 3 kez yikandi. Lam iizerine mounting
medyum damlatilarak lamel 1ile kapatildi ve dokular floresan mikroskopta

goriintiilendi(Resim 3).

Resim 2. 21 giinliikk sican uterusunun parafine gomiilmiis kesitine ait implantasyon

bolgesinde kok hiicre varliginin immiinofloresan mikroskobuyla goriintiilenmesi.

Resim a. 20X, Resim c¢. 20X, Resim e. 40X: Cekirdekleri DAPI ile isaretlenen
hiicreler kirmiz1 okla ifade edilmistir. Resim b. 20X, Resim d. 20X, Resim f. 40X: RFP

pozitif hiicreler beyaz okla ifade edilmistir.
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Resim 3. 21 giinliik sican uterusunun frozen kesitine ait implantasyon bolgesinde kok

hiicre varliginin immiinofloresan mikroskobuyla gortintiilenmesi.

Resim a. 20X, Resim c. 20X, Resim e. 20X: Cekirdekleri DAPI ile isaretlenen
hiicreler kirmizi okla ifade edilmistir. Resim b. 20X, Resim d. 20X, Resim f. 20X: RFP

pozitif hiicreler beyaz okla ifade edilmistir.
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4.3. 10 Giinliik Hematoksilen-Eozin Histokimyasal Bulgulari

10 giinliik gebe sicanlarda uterus; antimezometrial ve mezometrial bolge olmak
lizere 2 bolgeden olusur. Antimezometrial bolgede desidual hiicrelere gore daha kiiciik
olan stromal hiicreler yogun bir sekilde goriildii. Liimen kisminda tek katli prizmatik epitel
hiicreleri ve endometriyumda yogun olarak boyanmis trofoblastik dev hiicreler goriildii.
Endometriyum ve limen arasindaki kisim desidual alan olarak isimlendirilirken, desidual
alan i¢inde trofoblastik dev hiicreler ve stromal hiicreler goriildii. Mezometrial bolgede
maternal kan damarlar1 genisler ve artar, stromal hiicreler glikojence zengin hiicrelere

farklilagir.

Resim 4. 10 giinliik hematoksilen-eozin bulgulari.

a: 10 giinliik kontrol grubu desidual hiicreler (¢ift ok), trofoblastik dev hiicre (ok
bas1), stromal hiicre (uzun ince ok) X4 H-E. b: desidual hiicreler (gift ok) X4 H-E. 10
giinliik kok hiicre grubu c:bez epiteli (yildiz), damar duvar (kalin ok), endometriyum (E),
miyometriyum (M) X10 H-E. d: bez epiteli (y1ldiz), damar duvar (kalin ok) X40 H-E.

27



4.4. 10 Giinliik Immiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. Laminin 10 giinliik kontrol grubu bulgulari:

Kontrol grubunda gebeligin 10. giliniinde laminin ile immunohistokimyasal
boyamada elde ettigimiz bulgular sonucunda, endometriyum ve liimen arasindaki kalan
bolge desidual alani olusturuyor. Desidual alanda trofoblastik dev hiicreler goriildi.
Trofoblastik dev hiicreler, stromal hiicreler, damar duvari, desidual hiicreler ve bez epiteli

orta siddette immiinreaktivite gosterdi.
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Resim 5. 10 giinliik kontrol grubu uterusuna ait laminin immunohistokimyasal boyamalari.

a: Trofoblastik dev hiicre (ok bas1), stromal hiicre (uzun ince ok) X10. b: desidual
hiicre (¢ift ok), kan damar (kalin ok), bez epiteli (yildiz), trofoblastik dev hiicre (ok bas1)
X10.
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4.4.2. Laminin 10 giinliik kok hiicre grubu bulgulari:

Kok hiicre grubunda gebeligin 10. giiniinde laminin ile immunohistokimyasal
boyamada elde ettigimiz bulgular; Trofoblastik dev hiicreler, stromal hiicreler, desidual

hiicreler, damar duvari ve bez epiteli orta siddette immiinreaktivite gosterdi.
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Resim 6. 10 giinliik kok grubu uterusuna ait laminin immunohistokimyasal boyamalari.

a: stromal hiicre (uzun ince ok), trofoblastik hiicre (ok basi) X10. b: bez epiteli

(y1ldiz), desidual hiicre (¢ift ok), damar duvari (kalin ok) X10.
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4.4.3. Kalsitonin 10 giinliik kontrol grubu bulgulari

Kontrol grubunda gebeligin 10. giinlinde kalsitonin ile immunohistokimyasal
boyamada elde ettigimiz bulgular; endometriyum ve liimen arasindaki kalan bolge desidual
alan1 olusturuyor. Desidual alanda trofoblastik dev hiicreler goriildii. Trofoblastik dev
hiicreler, damar duvari, desidual hiicreler ve bez epiteli orta siddette boyandi. Stromal

hiicreler zayif immiinreaktivite gosterdi.

Resim 7. 10 giinlik kontrol grubu uterusuna ait kalsitonin immunohistokimyasal

boyamalari.

a: trofoblastik dev hiicre (ok basi), desidual hiicre (¢ift ok) X40. b: bez epiteli

(y1ldiz), damar duvari (kalin ok), stromal hiicre (uzun ince ok) X10.
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4.4.4. Kalsitonin 10 giinliik kok hiicre grubu bulgular:

Kok hiicre grubunda gebeligin 10. giiniinde laminin ile immunohistokimyasal
boyamada elde ettigimiz bulgular; Trofoblastik dev hiicreler, damar duvari ve bez epiteli
orta siddette immiinreaktivite gosterdi. Stromal hiicreler ve desidual hiicreler zayif

boyandi.
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Resim 8. 10 giinlik kok hiicre grubu uterusuna ait kalsitonin immunohistokimyasal

boyamalari.

a: bez epiteli (yildiz), damar duvart (kalin ok), desidual hiicre (¢ift ok), stromal
hiicre (uzun ince ok) X10. b: trofoblastik dev hiicre (ok basi) X40.
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4.4.5. aVP3 Integrin 10 giinliik kontrol grubu bulgular

Kontrol grubunda gebeligin 10. Giiniinde integrin ile immunohistokimyasal
boyamada elde ettigimiz bulgular; endometriyum ve liimen arasindaki kalan bolge desidual
alan1 olusturuyor. Desidual alanda trofoblastik dev hiicreler goriildii. Trofoblastik dev
hiicreler, damar duvar1 ve bez epiteli orta siddette immiinreaktivite gosterirken stromal

hiicreler ve desidual hiicreler zayif siddette immunreaktivite gosterdi.
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Resim 9. 10 giinliik kontrol grubu uterusuna ait aVB3 integrine ait immunohistokimyasal

boyamalari.

Damar duvan (kalin ok), trofoblastik hiicre (ok bas1), bez epiteli (yildiz), stromal
hiicre (uzun ince ok), desidual hiicre (¢ift ok) X10.4.4.6. aVB3 Integrin 10 giinliik kok

hiicre grubu bulgulari
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4.4.6. oVP3 Integrin 10 giinliik kok hiicre grubu bulgular

Kok hiicre grubunda gebeligin 10. giiniinde laminin ile immunohistokimyasal
boyamada elde ettigimiz bulgular; trofoblastik dev hiicreler orta siddette immiin reaaktivite
gosterdi. Stromal hiicreler, desidual hiicreler damar duvar1 ve bez epiteli zayif siddette

immiinreaktivite gosterdi.

Resim 10. 10 giinliik kok hiicre grubu uterusuna ait aVP3 integrine ait

immunohistokimyasal boyamalari.

Damar duvari (kalin ok), trofoblastik hiicre (ok basi),bez epiteli (yildiz), stromal
hiicre (uzun ince ok), desidual hiicre (¢ift ok) X10.
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4.5. 21 Giinliik Hematoksilen-Eozin Histokimyasal Bulgulari

21 giinlik gebe sicanlarda plasenta; baglanti zonu, labirent tabakasi ve maternal
desidua olmak tizere 3 bdlgeden olusur. Plasenta gelisimini tamamlamisti. Maternal
desidua bolgesinde sitoplazmasindaki vakuoller ve graniilleri yogun boyanmis olan
trofoblastik dev hiicreler goriildii. Baglanti zonunda; kan damarlarinin sayisi1 ve glikojen
bakimindan  zengin  hiicreler 10  giinliklere gore daha fazla  gorildi.
Spongiyotrofoblastlarin sayis1 az sayida goriildii. Labirent tabakasinda glikojen

bakimindan zengin hiicreler az sayida gézlendi.

Md . E Sk o P
Bz. RIS e )
Lab

Resim 11. 21 giinliik H-E boyamalari.

a: Maternal desidua (Md), Baglant1 zonu (Bz), Labirent tabakas1 (Lab) X4. b: bez
epiteli (yildiz), glikojence zengin hiicre grubu (¢ift kalin ok), damar duvar1 (kalin ok),
stromal hiicre (uzun ince ok) X4. c: glikojence zengin hiicre (¢ift kalin ok) X4. d: damar

duvari (kalin ok) X4.
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4.6. 21 Giinliik Immiinohistokimyasal Bulgular:

4.6.1. Laminin 21 giinliik kontrol grubu bulgulari

Gebeligin  21. gilniinde kontrol grubunda lamininin immiinreaktivitesine
bakildiginda; maternal desidua bolgesindeki trofoblastik dev hiicreler orta siddette
boyanmistir. Damar duvari ve bez epiteli orta siddette boyanmistir. Baglanti zonunda ve
labirent tabakasinda bulunan glikojence zengin hiicre grubu orta siddette boyandi. Stromal

hiicreler orta siddette immiinreaktivite gosterdi.
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Resim 12. 21 giinlik kontrol grubu uterusuna ait laminin immunohistokimyasal

boyamalari.

a: trofoblastik dev hiicre (ok basi), bez epiteli (y1ldiz),stromal hiicre (uzun ince ok)

X10. b:damar duvari (kalin ok), trofoblastik dev hiicre (ok bas1) X10.
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4.6.2. Laminin 21 giinliik kok hiicre grubu bulgular

Kok hiicre grubunda gebeligin 21. giiniinde laminin ile immunohistokimyasal
boyamada elde ettigimiz bulgular; trofoblastik dev hiicreler, stromal hiicreler, desidual
hiicreler, damar duvari orta siddette immiin reaaktivite gosterdi. Bez epiteli zayif siddette

immiinreaktivite gosterdi.

Resim 13. 21 giinliik kok hiicre grubu uterusuna ait laminin immunohistokimyasal

boyamalart.

Maternal desidua (Md),baglanti zonu (Bz), labirent tabakasi (Lab), damar duvari
(kalin ok), trofoblastik dev hiicre (ok basi), bez epiteli (yildiz) X10.
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4.6.3. Kalsitonin 21 giinliik kontrol grubu bulgulari

Gebeligin 21. giliniinde kontrol grubunda kalsitonin immiinreaktivitesine
bakildiginda; trofoblastik dev hiicreler, bez epiteli, glikojence zengin hiicre grubu ve

stromal hiicreler ve damar duvari orta siddette immiinreaktivite gosterdi.
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Resim 14. 21 giinliik kontrol grubu uterusuna ait kalsitonin immunohistokimyasal

boyamalari.

a: damar duvarn (kalin ok), glikojence zengin hiicre grubu (¢ift kalin ok) X10. b:
bez epiteli (yildiz), trofoblastik dev hiicre (ok basi),stromal hiicre (uzun ince ok) X10.c:
trofoblastik hiicre (ok basi),damar duvari (kalin ok) X40.
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4.6.4. Kalsitonin 21 giinliik kok hiicre grubu bulgular:

Kok hiicre grubunda gebeligin 21. giiniinde kalsitoninin ile immunohistokimyasal
boyamada elde ettigimiz bulgular; trofoblastik dev hiicreler, stromal hiicreler, desidual

hiicreler, bez epiteli, damar duvari orta siddette immiin reaaktivite gosterdi.

Resim 15. 21 giinlik kok hiicre grubu uterusuna ait kalsitonin immunohistokimyasal

boyamalari.

a: trofoblastik hiicre (ok bast), stromal hiicre (uzun ince ok) X10.b:maternal desidua
(Md), baglant1 zonu (bz), labirent tabakasi (Lab) x10.c: glikojence zengin hiicre grubu (¢ift
kalin ok), damar duvari (kalin ok) X10.
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4.6.5. aVP3 integrinin 21 giinliik kontrol grubu bulgular

Kontrol grubunda gebeligin 21. giiniinde integrin ile immunohistokimyasal

boyamada elde ettigimiz bulgular; trofoblastik dev hiicreler, stromal hiicreler, desidual

hiicreler, bez epiteli, damar duvar1 zayif siddette immiinreaaktivite gosterdi.
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Resim 16. 21 giinliik kontrol grubu uterusuna ait VB3 integrin immunohistokimyasal
boyamalari.

a: glikojence zengin hiicre grubu (cift kalin ok) X10. b: stromal hiicre (uzun ince

ok) X10. c: trofoblastik dev hiicre (ok basi),damar duvar (kalin ok) X40.
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4.6.6. aVP3 Integrinin 21 giinliik kok hiicre grubu bulgular

Kok hiicre grubunda gebeligin 21. giiniinde integrinin ile immunohistokimyasal
boyamada elde ettigimiz bulgular; trofoblastik dev hiicreler, stromal hiicreler, desidual

hiicreler, damar duvari, bez epiteli zayif siddette immiinreaaktivite gosterdi.

Resim 17. 21 giinliik kok hiicre grubu uterusuna ait aVf3 integrin immunohistokimyasal

boyamalart.

a: glikojence zengin hiicre grubu (¢ift kalin ok),bez epiteli (yildiz) X4. b: stromal
hiicre (uzun ince ok), trofoblastik dev hiicre (ok basi) X4. c: trofoblastik dev hiicre (ok

bas1), damar duvar (kalin ok), glikojence zengin hiicre grubu (¢ift kalin ok)X10.
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5. TARTISMA

Implantasyon, embriyonun uterusa yerlesmesi siirecidir. Embriyonun uterusla olan
karsilikli iletisiminin birgok ayrintis1 heniiz ortaya c¢ikarilamamistir. implantasyon siireci
ve embriyonun uterusla ilk etkilesimleri, memelilerde tiirden tiire farklilik gostermekle
beraber, insan implantasyonunun incelenmesinde etik kisitlamalar olmasi ve embriyo-
uterus etkilesiminin molekiiler diizeyde incelenmesinin zor olmasi, caligmalarin deney
hayvanlar1 iizerinde yapilma zorunlulugunu getirmektedir. Bu yiizden bu konuda elde
edilen bilgilerin ¢cogu o6zellikle fare ve siganlarda yapilan caligmalara dayanmaktadir
(Edizer, 2015).

Kemirgenlerde embriyo ilk olarak, fertilizasyondan sonraki 4. giinde uterusun
luminal epitelinin anti-mezometriyal bélgesine tutunur. Bu sirada stromada proliferasyon
ve desidualizasyonla primer desidual zon sekillenir. Embriyonun uterus epiteline

tutulmasiyla apoptozis gergeklesir (D’Souza ve ark, 2007).

Sicanlarda gebeligin 7. giinlinde, uterusun endometriyum, miyometriyum ve
perimetriyum olmak iizere iic ana katmandan olustugu tespit edildi. Uterusa kan
damarlarinin girdigi mezometriyal bolgeyle, mezometrial bdlgenin karsisinda yer alan
antimezometriyal bolgenin bulundugu goriildi. Gebeligin  11. gliniindeki  sigan
plasentasinda mezometriyal ve antimezometriyal bolgede iki ayr1 desidual alan goriiliirken,
mezometriyal bolgede gozlenen ve gelecekte koryoallantoyik plasentayr olusturacak olan
desiduanin, kan damarlar1 bakimindan daha zengin oldugu tespit edilmistir (Erboga, 2010).
Bizim ¢alismamizda da 10 giinlik gebe siganlarda, antimezometriyal ve mezometriyal
olmak tizere iki ayr1 bolge gozlenirken, mezometriyal bolge kan damarlari bakimindan

zengin olarak gozlendi.

21 giinliik gebe siganlarda labirent tabakasi ve baglanti zonu olmak tizere 2 kisim
ayirt edildigini gozlemlemislerdir. Labirent tabakasi fetal ve maternal kan sisternalarindan
zengin olmasima karsin sisternalarda g¢ekirdeksiz eritrositlerin varligin1 gostermislerdir.
Labirent tabakasinin, maternal desidua yoniinde spongiyotrofoblast tabakasiyla trofoblast
dev hiicrelerinin izledigini tespit etmislerdir. Spongiyotrofoblast tabakasi, distan trofoblast
dev hiicreleriyle sarilmis ve sadece maternal kan adaciklarini i¢erdigini tespit etmislerdir

( Er, 2007). Bizim calismamizda da 21 giinliik gebe sicanlarda labirent tabakasi,
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spongiotrofoblast hiicreleri ve maternal desiduada trofoblast dev hiicrelerinin varli1 tespit
edildi.

Farelerde yapilan bir ¢alismada kontrol grubunda, gebeligin 2. 4. ve 6. giinlerinde
endometriyum yiizey ve bez epitelinin altinda yer alan bazal membranda lamininle
kuvvetli isaretlenmeler izlemislerdir (Yetkin, 2011). Bizim ¢alismamizda 10 giinliik gebe
sicanlarda bez epitelinin altindaki bag dokusunda lamininle orta diizeyde isaretleme tespit
edildi. 21 giinlik gebe siganlarda ise bez epitelinde orta diizeyde laminin

immiinreaktivitesi tespit edildi.

Sicanlarda gebeligin 10. giiniinde kan damarlarinin bazal membraninda bulunan
laminin kuvvetli bir imminreaktivite gostermistir (Kaloglu, 2000). Calismamizda 10
giinlik gebe sicanlarda laminin, damar duvarinda orta derecede immiinreaktivite

gostermistir.

Endometriyum; adezyon molekiillerinden olan integrinlerden zengin bir bdlgedir.
Integrinler; fertilizasyon, implantasyon ve ilk blastula olusumunu iceren erken gelisimsel
olaylarda 6nemli rol oynamaktadir (Bowen ve Hunt,2000). Bizde ¢aligmamizda 10 giinliik
kontrol grubunda aVB3 integrinin immiinoreaktivitesinin 21 giinliik gebe si¢anlara gore

daha yiiksek oldugunu tespit ettik.

Baska bir c¢alismada gebeligin 7. giiniindeki kontrol grubuna ait farelerde,
antimezometriyal ve mezometriyal bdlgenin liimen epitelinde, desidual alandaki stromal
hiicrelerde, damar duvarlarinda aVP3 integrinin immiinreaktivitesinin zayif boyanma
gosterdigini tespit etmislerdir (Ozcan,2010). Bizim c¢alismamizda da 10 giinliik ve 21
giinlik sicanlarda damar duvarinda ve bez epitelinde oVB3 integrinin zayif

immiinreaktivite gézlenmistir.

Sigan endometriyum epitel hiicrelerinde endometrial reseptivitenin bir belirteci
olarak aVP3 ekspresyonu ve bu molekiiliin bu tiirlerde implantasyon siirecinde kaginilmaz
oldugu immiinohistokimyasal ve akim sitometrik ¢alismalarla gosterilmistir (Srinivasan ve

ark,2009).

Glinlimiizde aVB3 integrinleri implantasyon i¢in islevsel belirte¢ olarak kabul
edilir. aVB3 yetersiz sentezi sonucunda; diisiikler ve implantasyonda basarisizlik goriiliir

( Tei ve ark, 2003).
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Yapilan ¢alismalar neticesinde fare ve insan endometriyal epitelinde, implantasyon
penceresi doneminde gegici olarak kalsitonin eksprese edildigi ve bu ekspresyonunun
progesteron  tarafindan  diizenlendigini  kanitlanmistir ~ (Ding ve  ark,1994).
Endometriyumdan salgilanan kalsitoninin, kalsiyum homeostasisinin kontroliinde rol aldig1
ve bunun sonucunda implantasyon bolgesinde otokrin ve parakrin etki gosterdigi
ispatlanmigtir. Diger steroid uyarimli gen proteinlerine benzer sekilde endometriyal
proliferasyon, sekresyon ve desidualizasyonun diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir
( Simon ve ark,2000). Yapilan ¢aligmalar sonucunda kalsitonin hormonu ve reseptoriiniin ,
endometriyum tizerindeki etkileri implantasyonu destekledigi seklinde olup, implantasyon
oncesi endometriyumdaki bu gecici kalsitonin ekspresyonunun blastosist implantasyonu
icin 6nemli bir sinyal sagladigim1 diisiindiirmektedir (Li ve ark, 2002). Eger kalsitonin
inhibe edilirse implantasyon olasiligmin diistiigii gosterilmistir. Kalsitonin m-RNA’s1 ve
protein ekspresyonundaki %90 oranindaki azalmanin sonucunda implantasyon % 50 kadar

azalttigi gosterilmistir (Kumar ve ark,1998).

Yapilan literaratiir taramalarimiz sonucunda, mezensimal kok hiicrenin

implantasyon bolgesi iizerine etkisini i¢eren bir ¢alismaya rastlanilmamastir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda sicanlarda mezensimal kok hiicrenin implantasyon bdolgesindeki
laminin, kalsitonin ve avp3 integrine etkisini ve immunolokalizasyonunu gostermeyi

amagcladik. Yapilan incelemeler sonucunda;

» Bag dokusu bilesenlerinden lamininin, immiinreaktivitesinin 10. giinliik ve 21.
giinliik gebe sicanlardan aldigimiz kesitlerde deney ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir

farkliligin olmadigi,

» Kalsitonin hormonunun, immiinreaktivitesinin 10 giinlilk ve 21. giinlik gebe
sicanlardan aldigimiz kesitlerde deney ve kontrol gruplari1 arasinda anlaml bir farkliligin

olmadig,

» Adhezyon molekiillerinden avf3 integrinin immiinreaktivitesinin 10. giinliik
gebe sicanlardan, aldigimiz kesitlerde integrinin degerlerinin deney grubunda kontrol

grubuna gore diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Implantasyon dinamik ve karmasik bir siire¢ oldugundan mezensimal kok hiicrenin
implantasyonda gorevli diger molekiiller iizerine etkisinin incelenmesi gerektigini
diisinmekteyiz. Sebebi bilinmeyen diisiikk etyolojisinde implantasyonda gorevli diger

mollekiillerin aragtirmalara katki sunacagini diisiinmekteyiz.
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EK 1. 10 ginlik gruplar

immiinekspresyonun skorlama sonucu elde edilen degerlerin istatistiksel analizi

arasinda

EKLER

Laminin,

Kalsitonin  ve

aVp3

integrin

Ek 1.1. 10 giinliik gruplar arasinda Laminin immiinekspresyonunun skorlama sonucu elde

edilen degerlerin istatistiksel analizi

10. giin Laminin Deney Kontrol
Ortanca Ortanca
Bolge (min-maks) (min-maks) p
Ort+S Ort+S
0.6 (0.2-0.8) 0.6 (0.2-0.8)
Damar Duvari 1.000
0.60+0.21 0.60+0.21
o 0.6 (0.2-0.8) 0.6 (0.2-0.8)
Bez epiteli 1.000
0.60+0.21 0.60+0.21
0.6 (0.2-0.8) 0.6 (0.2-0.8)
Trofoblastik Dev Hiicreler 1.000
0.55+0.21 0.55+0.21
0.6 (0.2-0.8) 0.6 (0.2-0.8)
Stromal Hiicreler 1.000
0.55+0.21 0.55+0.21
0.5 (0.2-0.8) 0.5 (0.2-0.8)
Desidual Hiicreler 1.000
0.50+0.19 0.50+0.19
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Ek 1.2. 10 giinliik gruplar arasinda Kalsitoninin immiinekspresyonunun skorlama sonucu

elde edilen degerlerin istatistiksel analizi

10. giin Kalsitonin Deney Kontrol
Ortanca Ortanca
Bolge (min-maks) (min-maks) p
Ort+S Ort+S
0.5 (0.2-0.8) 0.5 (0.2-0.8)
Damar Duvan 1.000
0.50+0.19 0.50+0.19
o 0.5 (0.2-0.8) 0.5 (0.2-0.8)
Bez epiteli 1.000
0.55+0.23 0.55+0.23
0.5 (0.2-0.8) 0.5 (0.2-0.8)
Trofoblastik Dev Hiicreler 1.000
0.53+0.21 0.53+0.21
0.4 (0.1-0.8) 0.4 (0.1-0.8)
Stromal Hiicreler 0.878
0.46+0.21 0.44+0.23
) 0.3 (0.1-0.6) 0.4 (0.1-0.8)
Desidual Hiicreler 0.505
0.33+0.21 0.41+0.24
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Ek 1.3. 10 giinliik gruplar arasinda aVB3 integrnin immiinekspresyonunun skorlama

sonucu elde edilen degerlerin istatistiksel analizi

10. giinaVp3 Integrin Deney Kontrol
Ortanca Ortanca
Bolge (min-maks) (min-maks) p
Ort£S Ort+S
0.2 (0.1-0.4) 0.6 (0.2-0.8)
Damar Duvan 0.003
0.214+0.12 0.554+0.21
o 0.2 (0.1-0.4) 0.6 (0.2-0.8)
Bez epiteli 0.003
0.214+0.12 0.554+0.21
0.2 (0.1-0.4) 0.6 (0.2-0.8)
Trofoblastik Dev Hiicreler 0.003
0.21+0.12 0.554+0.21
0.2 (0.1-0.4) 0.5 (0.2-0.8)
Stromal Hiicreler 0.005
0.21+0.12 0.5040.19
0.2 (0.1-0.4) 0.4 (0.2-0.6)
Desidual Hiicreler 0.021
0.214+0.12 0.43+0.17
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EK 2. 21 ginlik gruplar

arasinda

Laminin,

Kalsitonin  ve

aVp3

integrin

immiinekspresyonun skorlama sonucu elde edilen degerlerin istatistiksel analizi

Ek 2.1. 21 giinliik gruplar arasinda Lamininin immiinoekspresyonunun skorlama sonucu

elde edilen degerlerin istatistiksel analizi

21. giin Laminin Deney Kontrol
Ortanca Ortanca
Bolge (min-maks) (min-maks) p
Ort+S Ort+S
0.6 (0.2-0.8) 0.6 (0.2-0.8)
Damar Duvar 1.000
0.554+0.21 0.554+0.21
o 0.2 (0.1-0.4) 0.6 (0.2-0.8)
Bez epiteli 0.003
0.214+0.12 0.554+0.21
0.6 (0.2-0.8) 0.6 (0.2-0.8)
Trofoblastik Dev Hiicreler 1.000
0.55+0.21 0.554+0.21
0.5 (0.2-0.8) 0.5 (0.2-0.8)
Stromal Hiicreler 1.000
0.53+0.21 0.534+0.21
0.5 (0.2-0.8) 0.6 (0.2-0.8)
Glikojence Zengin Hiicreler 0.789
0.534+0.21 0.554+0.21
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Ek 2.2. 21 giinliik gruplar arasinda Kalsitoninin immiinekspresyonunun skorlama sonucu

elde edilen degerlerin istatistiksel analizi

21. giin Kalsitonin Deney Kontrol
Ortanca Ortanca
Bolge (min-maks) (min-maks) p
Ort£S Ort+S
0.6 (0.2-0.8) 0.6 (0.2-0.8)
Damar Duvar 1.000
0.55+0.21 0.55+0.21
o 0.5 (0.2-0.8) 0.5(0.2-0.8)
Bez epiteli 1.000
0.53+0.21 0.53+0.21
0.6 (0.2-0.8) 0.6 (0.2-0.8)
Trofoblastik Dev Hiicreler 1.000
0.554+0.21 0.554+0.21
0.5 (0.2-0.8) 0.5 (0.2-0.8)
Stromal Hiicreler 1.000
0.534+0.21 0.534+0.21
0.6 (0.2-0.8) 0.6 (0.2-0.8)
Glikojence Zengin Hiicreler 1.000
0.55+0.21 0.55+0.21
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Ek 2.3. 21 giinliik gruplar arasinda aVB3 integrinin immiinekspresyonunun skorlama

sonucu elde edilen degerlerin istatistiksel analizi

21. giin aVP3 Integrin Deney Kontrol
Ortanca Ortanca
Bolge (min-maks) (min-maks) p
Ort+S Ort+£S
0.2 (0.1-0.4) 0.2 (0.1-0.4) 1.000
Damar Duvan
0.21+0.12 0.21+0.12
o 0.2 (0.1-0.4) 0.2 (0.1-0.4) 1.000
Bez epiteli
0.21+0.12 0.21+0.12
0.2 (0.1-0.4) 0.2 (0.1-0.4) 1.000
Trofoblastik Dev Hiicreler
0.21£0.12 0.21+0.12
0.2 (0.1-0.4) 0.2 (0.1-0.4) 1.000
Stromal Hiicreler
0.21£0.12 0.21+0.12
0.2 (0.1-0.4) 0.2 (0.1-0.4) 1.000
Glikojence Zengin Hiicreler
0.21+0.12 0.21+0.12
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EK 3. 10 giinlik gebe sican gruplart arasinda laminin, kalsitonin ve oVp3

immiinekspresyonun histoskorlama sonucu elde edilen degerleri

Ek 3.1. 10 gilinliik Lamininin immunolokalizasyonu (S: Siddet, Y: Yogunluk)

10. giin Laminin Deney Kontrol

Bolge S Y S Y

Damar Duvari ++ <% 26-50 ++ <% 26-50
Bez epiteli ++ <% 26-50 ++ <% 26-50
Trofoblastik Dev Hiicreler ++ <% 26-50 ++ <% 26-50
Stromal Hiicreler ++ <% 26-50 ++ <% 26-50
Desidual Hiicreler ++ <% 26-50 ++ <% 26-50

Ek 3.2. 10 giinliik Kalsitoninin immunolokalizasyonu (S: Siddet, Y: Yogunluk)

10. giin Kalsitonin Deney Kontrol

Bolge S Y S Y

Damar Duvar i % 26-%50 ++ % 26-%50
Bez epiteli ++ <% 26-50 ++ <% 26-50
Trofoblastik Dev Hiicreler ++ % 26-%50 ++ % 26-%50
Stromal Hiicreler + % 26-%50 + % 26-%50
Desidual Hiicreler + <% 26-50 ++ <% 26-50

Ek 3.3. 10 giinliik aVB3 integrinin immunolokalizasyonu ($: Siddet, Y: Yogunluk)

10. giin aVP3 integrin Deney Kontrol

Baolge S Y S Y

Damar Duvar + <%25 ++ %26-%50
Bez epiteli + <%25 ++ %26-%50
Trofoblastik Dev Hiicreler ++ <%25 ++ %26-%50
Stromal Hiicreler + <%25 + %26-%50
Desidual Hiicreler + <%25 + %26-%50
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EK 4. 21 giinlik gebe sican gruplart arasinda laminin, kalsitonin ve oVp3

immiinekspresyonun histoskorlama sonucu elde edilen degerleri

Ek 4.1. 21 glinliik Lamininin immunolokalizasyonu (S: Siddet, Y: Yogunluk)

21. giin Laminin Deney Kontrol

Bilge S Y S Y
Damar Duvari ++ %26-%50 ++ %26-%50
Bez epiteli + <%25 ++ 9%26-%50
Trofoblastik Dev Hiicreler ++ %26-%50 ++ %26-%50
Stromal Hiicreler ++ %26-%50 ++ %26-%50
Glikojence Zengin Hiicre Grubu ++ %26-%50 ++ %26-%50

Ek 4.2. 21 giinliik Kalsitoninin immunolokalizasyonu ($: Siddet, Y: Yogunluk)

21. giin Kalsitonin Deney Kontrol

Bolge S Y S Y

Damar Duvar e %26-%50 ++ %26-%50

Bez epiteli ++ %26-%50 ++ %26-%50

Trofoblastik Dev Hiicreler ++ %26-%50 ++ %26-%50

Stromal Hiicreler ++ %26-%50 ++ %26-%50
Glikojence Zengin Hiicre Grubu ++ %26-%50 ++ %26-%50

Ek 4.3. 21 giinliik aVPB3 Integrinin immunolokalizasyonu (S: Siddet, Y: Yogunluk)

21. giin aVp3 Integrin Deney Kontrol
Bolge S Y S Y
Damar Duvari + <%25 + <%25
Bez epiteli + <%25 + <%25
Trofoblastik Dev Hiicreler + <%25 + <%25
Stromal Hiicreler + <%25 + <%25
Glikojence Zengin Hiicre Grubu + <%25 + <%25
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